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第 1 章 
 
序論  
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1-1. 序 
1-1-1.	 味覚 
味覚は口腔に含んだ物質を取りこむべきか否かを判断する化学感覚であり、ヒトでは甘・旨・
苦・酸・塩味の五基本味から構成されている（図 1-1）。これら五基本味は、エネルギー源やミ
ネラルといった生命の維持に必要な栄養素を嗜好味として認識し、有害な物質や腐敗物に伴う酸、
及び恒常性を乱す過剰なミネラルを忌避味として認識する、というように体に有用な成分のみを
取りこむためのセンサーとして非常に重要な役割を担っている。これらのうち甘味、旨味、苦味
の受容体が近年相次いで同定された。これらは G タンパク質共役型受容体（G-protein coupled 
receptor, GPCR）に属する T1Rs (taste 1 receptor member 1-3)、Tas2Rs (taste 2 receptor member 1-60)
によって認識されている。甘味受容体は T1R2、T1R3 がヘテロダイマーを形成することで機能し 
(Hoon et al., 1999; Kitagawa, 2001; Li et al., 2002; Max et al., 2001; Montmayeur, Liberles, Matsunami, & 
Buck, 2001; Nelson et al., 2001)、旨味受容体は T1R1、T1R3 がヘテロダイマーを形成する事によっ
て機能する(Li et al., 2002; Nelson et al., 2002)。その一方で、苦味受容体 Tas2Rs (Adler et al., 2000; 
Chandrashekar et al., 2000; Matsunami, Montmayeur, & Buck, 2000)はヒトにおいては 25 種類存在し
ており、これらの受容体が多種多様な構造を有する苦味物質の認識にに役立っている(Behrens et 
al., 2006)。 
また、酸味、及び塩味についても同定されつつある。酸味受容体は、候補分子として TRP 
(Transient Receptor Potential)チャネルファミリーに属する PKD (Polycystic Kidney Disease)2L1 + 
PKD1L3 が同定された(Huang et al., 2006; Inada et al., 2008; Ishii et al., 2009; Ishimaru et al., 2006)。塩
味はマウスにおいて ENaC(Epithelial Sodium Channel) KO マウスが低濃度における塩味の嗜好性を
失うことから ENaC が塩味受容体として有力な候補となっている(Bachmanov & Beauchamp, 2007; 
Chandrashekar et al., 2010)（図 1-1）。しかしながら、酸味、塩味については不明な点が多く、こ
れらのセンサーが単独でそれぞれの味覚を担っているわけではないと考えられている。一方で、
マウスの神経伝達を調べた実験により、高濃度の塩味に対する忌避行動は苦味と酸味の複合的な
シグナルであることが明らかにされている(Oka, Butnaru, von Buchholtz, Ryba, & Zuker, 2013)。こ
れら五基本味の味覚受容体はそれぞれ味蕾に 50~150 個含まれる味細胞の中で味質ごとに異なる
細胞に発現しており、味質ごとに異なるシグナル経路で味情報を伝達するラベルドライン仮説が
有力とされている (Chandrashekar, Hoon, Ryba, & Zuker, 2006; Yarmolinsky, Zuker, & Ryba, 2009)。 
 
1-1-2.	 GPCR としての T1Rs・Tas2Rs 
	 GPCR は全タンパク質中で最も大きなスーパーファミリーを構成しており、様々な化学物質を
介したシグナル伝達に密接に関わっている。GPCR は共通して 300 残基程からなる 7 回膜貫通構
造を有しているが、N 末端の形状の違いにより大きく Class A, B, C に分類される (Conn, 
Christopoulos, & Lindsley, 2009)（図 1-2）。Class A GPCR は最大の GPCR グループである嗅覚受
3
  
容体を含み、最も多くの GPCR が属している。Class A GPCR 間では保存するアミノ酸配列が存
在しており、かつ、多くの結晶構造が明らかにされていることから、最も解析が進んでいる。
Class B GPCR は Class A に比べ N 末端領域が 100 – 200 残基長いという特徴を有している。これ
らはこの N 末端部分でペプチドホルモンを受容する物が多い。Class C GPCR は Class B よりも更
に N 末端が長く、細胞外ドメインはおよそ 500 残基からなる。また、Class C GPCR はダイマー
形成することが報告されており、主として膜外領域にリガンド受容サイトが存在する。 
	 甘味、旨味受容体を担っている T1Rs は Class C GPCR に属している一方、苦味受容体の
Tas2Rs は Class A like な構造であると予想されているものの、配列保存性が認められない上に全
長が極めて短いという特徴を有していることから、上記 3 つの class 分けとは別にカテゴライズ
されている（図 1-2 下）。 
	 これら味覚受容体は gustducin と呼ばれる味覚伝達系固有の Gi 系 G タンパク質と相互作用する
と考えられており(McLaughlin, McKinnon, & Margolskee, 1992; Wong, Gannon, & Margolskee, 1996)、
実際に gustducin をノックアウトしたマウスにおいては甘味、苦味に対しての応答が認められな
くなることが報告されている(He et al., 2002; He et al., 2004)。 
	 一方で gustducin と T1Rs、Tas2Rs との共発現がマウスの味蕾に対する組織染色により調べられ
ているが、Tas2Rs と gustducin はほぼ 100%の共発現が認められるものの、T1Rs とは一部の細胞
でしか共発現が認められていないという結果が示されている（ (Stone, Barrows, Finger, & 
Kinnamon, 2007)）。また、T1Rs は gustducin 以外にも Gq 系 G タンパク質、G14 との共発現が認
められていることから(Shindo et al., 2008; Tizzano et al., 2008)、これらの G タンパク質による複数
のシグナル伝達経路が存在していることを示唆するが、その働きは明らかにはされていない。 
	 なお、25 種類の苦味受容体のナンバリングは複数存在するが(Bufe, Hofmann, Krautwurst, 
Raguse, & Meyerhof, 2002; Conte, Ebeling, Marcuz, Nef, & Andres-Barquin, 2002; Shi, Zhang, Yang, & 
Zhang, 2003)（表 1-1）、本論文中では遺伝子名に沿ってナンバリングがなされている Bufe et al.,
に倣い、他のナンバリングと混同しないよう Taste 2 receptors を T2Rs ではなく、Tas2Rs と記述
する。 
 
1-1-3.	 甘味受容体 
甘味受容体 T1R2 / T1R3 はヘテロダイマーを形成しており、唯一の甘味受容体であると考えら
れている。このことは T1R2 あるいは T1R3 を欠損したマウスは甘味応答を消失することから明
らかにされている(Damak et al., 2003; Zhao et al., 2003)。 
T1R2、T1R3 は舌の味細胞以外にも消化管(Dyer, Salmon, Zibrik, & Shirazi-Beechey, 2005; Mace, 
Affleck, Patel, & Kellett, 2007; Young et al., 2009)、膵臓(Nakagawa et al., 2009)、視床下部(Ren, Zhou, 
Terwilliger, Newton, & de Araujo, 2009)、脂肪組織(Simon et al., 2013)など、代謝やエネルギーの恒
常性に関わる器官にも発現していることが報告されており、グルコースセンサーとしての役割を
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担っている可能性がある(Margolskee et al., 2007)。 
	 大きな細胞外領域を有することを特徴とする class C GPCR に属する T1R2、T1R3 であるが、
大きく 3 ドメインに分類される。細胞外に位置する（Venus Flytrap domain, VFTD）、細胞膜に存
在する膜貫通領域（ transmembrane domain, TMD）、それらを結ぶシステインリッチ領域
（cystein-rich domain, CRD）の 3 ドメインである（図 1-3）。class C GPCR には T1Rs の他、代謝
型グルタミン酸受容体（metabolic glutamate receptor, mGluR）、カルシウム感受性受容体
（calcium sensing receptor, CaSR）、フェロモン受容体（vomeronasal receptor type 2, V2R）、
GABAB 受容体（GABABR）などが属しており、これらの受容体間の配列は比較的保存されてい
る。なお、GABAB 受容体には CRD が存在せず、配列が保存されていない。 
これまでに mGluR1(Kunishima et al., 2000)、mGluR5、mGluR7(Muto, Tsuchiya, Morikawa, & 
Jingami, 2007)、GABABR1 及び GABABR2(Geng, Bush, Mosyak, Wang, & Fan, 2013)については
VFTD が、mGluR3(Muto, Tsuchiya, Morikawa, & Jingami, 2009)、については VFTD 及び CRD が X
線結晶構造解析により明らかとなっており、これらの構造から calss C GPCR においては VFTD
がリガンド受容に深く関わっていると考えられている(図 1-4)。 
しかしながら、他の class C GPCR とは異なり、甘味受容体が受容する甘味物質はその大き
さ・構造が実に多様である(1-1-4 参照)。この多様性について受容体、甘味物質の両側面から解析
が進められた結果、複数の作用部位が存在することが明らかとなっている(Cui et al., 2006; Xu et 
al., 2004)。 
 
1-1-4.	 甘味物質と甘味受容体 
甘味受容体とそのリガンドについて詳しく述べる(図 1-5)。なお、図中、本論文において使用
したリガンドに関しては赤枠(T1R2 VFTD に作用)、青枠(T1R3 TMD に作用)で囲った。 
甘味受容体は生命維持には欠かせないエネルギー源としての糖を認識する受容体である。しか
しながら、受容される甘味料はスクロースやフルクトース、グルコースなどの糖類だけに留まら
ず、キシリトール、ソルビトール、エリスリトールなどの糖アルコールや D-フェニルアラニン、
D-トリプトファン、D-セリンといった種々の D-アミノ酸、人工甘味料、さらにはステロイド配
糖体やタンパク質に至るまで実に幅広いリガンドが受容されることが知られている。現在日本に
おいてはスクラロース(sucralose)・アセスルファム K (acesulfame K)・アスパルテーム (aspartame)
の 3 種類の人工甘味料が主として用いられている。この他、海外においてはサッカリン
(saccharin)やシクラメート（=チクロ、サイクラミン酸; cyclamate)といった人工甘味料も一般的に
用いられている。これらの低分子甘味料は偶然に発見されたものがほとんどである。 
上記人工甘味料の味をスクロース・フルクトースと比較すると、それぞれ単独では甘味を感じ
る時間が短い・逆に後味がある・金属様の呈味を有する・さらには苦味を伴うなど、決しておい
しいと感じる甘味ではない。一般的には複数種の甘味料を混ぜ合わせることでそれぞれの弱点を
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補う必要がある。 
また近年、ステビオサイド(stevioside)・レバウディオサイド A (rebaudioside A)（ステビア由来）
やモグロシド V (mogloside V)（ラカンカ由来）、グリチルリチン酸(grichyrrizic acid)（甘草由来）
など天然の甘味成分が注目を集めている。これらはいずれもステロイド骨格を有する化合物で、
苦味も伴うものもあるが比較的スクロースに近く好ましいものであると言われている。そのため、
これらが得られる植物の栽培方法、抽出方法が盛んに研究されている。 
高甘味度の甘味料についての研究も盛んに進められている。ネオヘスペリジンジヒドロカルコ
ン（neohesperidin dihydrochalcone ; 以下 NHDC と略記する。）はカルコンの配糖体に対し、開環
及び水素付加した半人工甘味料として主にヨーロッパにおいて用いられてきた甘味料であるが、
スギナエンドウに天然成分として存在するという報告がなされている(She, Wang, & Liu, 2011)。
NHDC はスクロースのおよそ 1500 倍の甘味度を有しており、日本では香料としての添加が認め
られている。 
またアスパルテームを基にした高甘味度甘味料が盛んに開発されている。アスパルテームはス
クロースの 200 倍程度の強度を有するが、これに対してネオテーム(neotame)はスクロースの
10,000 倍の甘さを有する。さらに最近では味の素（株）によりアドバンテーム(advantame)（スク
ロースの 20,000 倍の甘さ）が開発された。これらは既に食品添加物としての認可が下りている。
アスパルテームは熱や酸性に弱く、分解し無味となるという欠点があったが、これら改良型は加
水分解、代謝を受けにくいという利点も備えている。 
2014 年現在で最も強い甘味を呈する化合物はラグドゥネーム(lugduname)と呼ばれる分子で、
スクロースの 22 万〜30 万倍の甘味があることが確認されている(Nofre, Glaser, Tinti, & Wanner, 
2002)。ラグドゥネームにみられるグアニジノ酢酸骨格は高甘味度に関係が強いと言われている。 
ヒト甘味受容体は低分子に限らず、モネリン(monellin)、ソーマチン(thaumatin)、ブラゼイン
(brazzein)といったタンパク質も受容することが知られている。さらに当研究室で研究を行ってい
るネオクリン(neoculin)・ミラクリン(miraculin)については酸味を甘味に変える味覚修飾活性を有
している極めて珍しいタンパク質である。 
甘味料とは逆に、甘味を抑える物質も存在することが知られている。焙煎したコーヒー豆に含
まれるラクチゾール(lactisole)、およびギムネマシルベスタ(Gymnema sylvestre)に含まれるギムネ
マ酸(gimnemaric acid)を始めとするトリテルペン配糖体類が挙げられる。ギムネマ酸の他に、ナ
ツメの葉に含まれるジジフィン(ziziphin)、ケンポナシの葉に含まれるホズロシド（hoduloside）
が該当するが、これらの抑制活性はギムネマ酸に劣るとされている。 
また、ラクチゾールとの構造類似性から、農薬である 2,4-DP に関する構造活性相関が行われ
ている(Maillet, Margolskee, & Mosinger, 2009)。この結果から、2,4-DP はラクチゾールよりも強力
な抑制剤として機能し、これまでに報告されている最も強力な甘味抑制剤である。 
これらの甘味料、甘味抑制剤のうちいくつかの甘味料については受容サイトが特定されている。
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スクロースやグルコースはマウスの T1R2、T1R3 の VFTD を用いた分光学的解析から、VFTD に
結合することが示唆されている(Nie et al., 2006; Nie, Vigues, Hobbs, Conn, & Munger, 2005)。ヒトと
マウス(ラット)の T1R キメラ受容体や点変異を入れた受容体を導入した培養細胞を用いたカルシ
ウムイメージング法(1-2-1 にて述べる)による実験によりアスパルテーム、スクラロース、アセス
ルファム K、サッカリンについてはスクロースと同様 T1R2 の VFTD で受容されることが判明し
ている(Li et al., 2011; Masuda et al., 2012)。一方で、シクラメート (Jiang, Cui, Zhao, Snyder, et al., 
2005)、NHDC (Winnig, Bufe, Kratochwil, Slack, & Meyerhof, 2007)、さらには甘味抑制剤のラクチ
ゾール (Jiang, Cui, Zhao, Liu, et al., 2005)、ギムネマ酸(Sanematsu et al., 2014)については T1R3 の
TMD に受容されることが報告されている。 
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1-2. 本研究の背景 
1-2-1.	  蛍光カルシウム指示薬を用いたカルシウムイメージング法 
	 1-1-4 におけるリガンドの作用部位の特定など、受容体の機能解析を行う手段としてカルシウ
ムイメージング法が一般的に用いられている（図 1-6）。この手法においては、目的の受容体及
び Gq 系の G タンパク質を一過的、あるいは安定的に遺伝子導入した培養細胞を用いる。受容体
及び G タンパク質を発現した細胞にリガンドを投与すると、リガンド受容のシグナルが G タン
パク質を介して伝達され、IP3 -カルシウムシグナル伝達経路が活性化されるため、小胞体からの
カルシウム放出が起こる。このカルシウム濃度の変化を Fura-2 や Fluo-4 などの蛍光カルシウム
指示薬を用いて蛍光として検出し、これを可視化することにより受容体の活性化を観察する。こ
の手法を用いることで、リガンドに対する細胞応答が客観的な数値として表現されるため、in 
vitro における客観的な活性評価が可能となっている。 
味覚受容体においては、Gi 系 G タンパク質である gustducin とカップリングするが、このまま
ではカルシウムイメージング法を用いることができない。そこで、Gq 系 G タンパク質である
G16 と、味覚受容体とカップリングする gustducin を組み合わせたキメラ G タンパク質
Gα16gust44 を導入することでこの問題を解決している(Ueda, Ugawa, Yamamura, Imaizumi, & 
Shimada, 2003)。 
苦味受容体の苦味測定は目的の受容体及び Gα16gust44 を用いて一過的に導入し発現させるこ
とで応答の観察が可能である。ところが、甘味受容体の場合は T1R2、T1R3、Gα16gust44 を全て
発現している細胞のみが応答することが可能であるため応答細胞数が低下する。この効率の悪さ
からスクロースやフルクトースといった甘味の弱い糖類の応答は検出できず、甘味測定系として
十分ではなかった。これを解決すべく安定的に甘味受容体及び G タンパク質を発現する安定発
現細胞の開発が期待された。 
 
1-2-2.	 ヒト甘味受容体安定発現細胞 
当研究室では、2010 年度修士今田によりヒト甘味受容体安定発現細胞が作製された。これは、
Flp-In system (invitrogen)を用いて作製されている（図 1-7）。特異的配列(FRT 配列)を認識する
Flp recombinase を用いて、目的遺伝子を培養細胞ゲノムに組み込む手法であることから特定の 1
箇所に 1 コピーの外来遺伝子が導入されるため、再現性の高い安定発現細胞を構築することが可
能である。甘味受容体 T1R2、T1R3 及び応答感度が優れたキメラ G タンパク質 Gα16gust44 を
pcDNA5/FRT (invitrogen)に挿入し、Flp recombinase を発現させるプラスミド pOG44 とともに
Flp-In 293 細胞にトランスフェクションすることにより得られる。 
	 ヒト甘味受容体安定発現細胞は従来の一過的発現細胞に比べて応答感度、強度ともに増大した
ため、これまで測定困難であったスクロースに対しても応答を観察することが可能となった（図
8
  
1-8）。また、安定発現細胞は 1 年以上継代を続けても同様の感度で測定を行うことが可能であ
ることを確認している。 
	 さらに改善されたのがその作業効率である。細胞の応答強度を稼ぐことができるようになった
ため、検出閾値の高いウェルベースアッセイ装置（FlexStation 3; Molecular Devices）を用いて測
定を行うことが可能となった。この装置は 96 穴プレートを 8 穴ずつ同時に測定することが可能
であるため、およそ 30 分で 1 プレートを測定することが可能である(Imada et al., 2010)（図 1-9）。 
ヒト甘味受容体とキメラ G タンパク質を同時に、効率的に発現させるコンストラクトの開発
は変異体実験を行う上でも有用である。ヒト甘味受容体の変異体を用いて安定発現細胞を作製す
る場合において、変異受容体の情報は原理上野生型（WT）と細胞ゲノムの同一位置に組み込む
ことが可能であるため、純粋に甘味受容体の変異による変化のみが応答に反映されるためである。 
 
1-2-3.	 T1R3 TMD に作用する甘味料における増強作用の発見 
1995 年の実際に舌で味わうことによる試験（官能試験）において、人工甘味料シクラメー
ト・NHDC を他の甘味料とともに用いることで感じられる甘味がそれぞれの足し合わせではな
く、相乗的に増強された甘味が得られるという報告があった(Schiffman et al., 1995)。この知見が
甘味受容体を介してもたらされる現象であるのかを確かめるため、当研究室ではヒト甘味受容体
安定発現細胞を用いて次のような実験を行った。 
T1R2 の VFTD に作用するスクロースに対し、T1R3 の TMD に作用するシクラメート・NHDC を
微量添加した応答をそれぞれ測定し、スクロース単独の応答と比較した。添加濃度は添加物自身
の甘味はほとんど感じられない濃度（EC10 = 10% effective concentration ; 最大応答に対し 10 %程
の応答を示す濃度）に設定した。するとスクロース + シクラメート及びスクロース + NHDC に
はそれぞれ甘味の相乗効果が得られることが明らかとなった（図 1-10 (A)、(B)）。これに対し、
スクロースと同一部位である T1R2 の VFTD に作用するアセスルファム K・アスパルテーム・サ
ッカリンを同様に添加した際には単なる相加効果しか観察されなかった（図 1-11(C)）。 
このことから甘味受容体において受容される位置の違いと応答増強効果は密接な関係にあると考
えられる。さらにシクラメート・NHDC はスクロース以外にも広範な甘味料と共に用いることに
よっても増強効果が観察されることが明らかとなった（図 1-10(D)）(Fujiwara et al., 2012)。 
 
1-2-4.	 T1R3 TMD に作用する新規甘味料の発見 
	 甘味受容体安定発現株を用いたアッセイ系のハイスループット性を生かし、食品への応用が可
能であり、かつ様々な構造を有する香料の中に甘味受容体に作用しうる物質が存在するのか、ス
クリーニングを実施した(図 1-11)。その結果、シンナムアルデヒド、及び p-メトキシシンナムア
ルデヒド(以下 PMCA と略記)についてはこれら単独による強い受容体活性化能が認められ、かつ
他の甘味料への添加により相乗的な応答増強が認められた()。 
9
  
	 相乗的な増強効果が認められたこと、かつこれらの構造（特に PMCA の構造）が甘味抑制剤
のラクチゾールに近いことから、PMCA も T1R3 TMD に作用することが考えられた。しかしな
がらこれらは類似構造でありながらも、一方は甘味料として作用し、一方は抑制剤として作用す
るという、異なる応答調節能を有していることから、これらがどのように T1R3 TMD と相互作
用することによって受容体を活性化、及び抑制するのかという疑問が生じた。 
 
1-2-5.	 本研究の目的 
	 上記ラクチゾール、PMCA は類似構造でありながらも、その応答調節能が異なっていた。そこ
で本研究では、ラクチゾール、PMCA 及びこれらの類縁体を用いた網羅的な点変異体解析を実施
することでこれらの作用機序の違いを把握することを目的とした。 
	 また一方で、mGluR1 TMD、mGluR5 TMD の結晶構造(PDB ID : 4OR2、4OO9)が明らかにされ
たことから(Dore et al., 2014; Wu et al., 2014)、これらの構造を基にすることで精度の高い T1R3 
TMD ホモロジーモデルの作製が可能となった。そこで T1R3 TMD のホモロジーモデルを作製し
た上で、甘味料・甘味抑制剤の作用部位を同定し、これより詳細な作用機序を把握することを目
指した。 
 
	 本論文は以下の構成となっている。 
	 第 2 章では、T1R3 TMD における網羅的変異体解析を実施し、この結果から分子モデリングの
手法を用いた抑制剤、甘味料のドッキング構造の作製を実施し、これらについて考察した。 
	 第 3 章では、食品への応用を目指し、毒性がない、すなわち T1R3 TMD 特異的に作用する高
甘味度甘味料のデザインをすべく、より精度の高い構造を得るべく T1R3 TMD の結晶化を目指
したコンストラクトの作製、精製を実施した。 
	 また、最後に全体の考察及び展望を第 4 章に記した。 
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図1-2： (A) GPCRの構造による分類(Conn et al., Nat rev. 2009)
(B) GPCRome (Millipore社より引用、改変)
五基本味のうち甘味、旨味、苦味はGPCRである。
GPCRはN末端の長さにより、Class A, B, Cに大別される。
甘味及び旨味を担うT1RsはClass C GPCR (赤囲み)に分類されるが、
一方で苦味を担うTas2Rsはいずれの構造も有していないことから
別分類となっている(青囲み)。
(A)
(B)
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表1-1 : 苦味受容体ファミリーの呼称の対応
25のサブタイプが存在するが、混同をさけるため、
本論文中ではBufe et al.,に基づき、Tas2Rsの呼称を採用する。
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14
図1-4 : class C GPCRであるmGluR1のATDの構造
Class C GPCRのATDには中心に大きなくぼみがあり、ここで
リガンドを受容している。 （PDB ID :1EWK）
15
sucrose fructose glucose
糖
??
??
??
?ー
ー?
?
xylitol sorbitol maltitol
??
??
??
??
??
??
?
D - Tryptophan D - Leucine D - Serine
thaumatin（2WBZ） monellin（1IV7）
neoculin（2D04） miraculinの構造は未解明
図1-5 :甘味受容体に受容される物質その1
甘味タンパク質は名前及びPDB IDを示した。
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図1-5 :甘味受容体に受容される物質その2
本論文中多用したリガンドを赤枠、青枠で囲んだ。
赤枠：T1R2 VFTDに作用、青枠：T1R3 TMDに作用
??
??
??
??
??
??
??
??
?
??
??
??
??
?
sucralose
acesulfame K saccharin cyclamate
neotame lugduname
lactisole
gymnemic acid I
aspartame
2,4-DP
stevioside
rebaudioside A
mogroside V
glycyrrhizin
neohesperidin dihydrochalcone(NHDC)
hoduloside I
ziziphin
advantame
17
ヒト甘味受容体・キメラGタンパク質を発現させた培養細胞に甘味物質を添加すると、
膜上に発現した甘味受容体がこれを受容する。これに伴ってGq系のGタンパク質を介し
たIP3シグナル経路が活性化されることで小胞体からカルシウムの放出が起こる。これ
をFura-2、Fluo-4等の蛍光カルシウム指示薬で検出する事で、受容体の応答を可視化で
きる。
Fura-2、Fluo-4はAM(acetoxymethyl ester)体として細胞に取り込まれる。細胞内に取り
込まれると細胞内のエステラーゼにより加水分解を受ける。これによりCa2+を捕捉能
が生じると同時に再び細胞膜を透過しなくなる。
図1-6 : カルシウムイメージング法による甘味受容体の機能解析の模式図
18
①②
③
④
図1-7：Flp-In Systemの模式図
①FRT配列がゲノム中に組み込まれた細胞
②目的遺伝子を挿入したpcDNA5/FRTと組換え酵素を発現するpOG44を共導入
③FRT配列間で特異的な組換えが起こる
④目的遺伝子とハイグロマイシン耐性遺伝子が細胞のゲノムに挿入され、発現する
Invitrogen社HPより抜粋、一部改変。
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図1-9 : (A)ウェルベースアッセイ装置（FlexStaion3）
(B)96穴プレートへの試料調製例
ウェルベースアッセイ装置を用いると1プレートをおよそ30分で測定
することができる。
A-Hの8穴を同時に測定することができることから、測定誤差が小さ
くなり、より良いデータを得ることができる。
FlexStation3の図はMolexular DevicesのHPより抜粋。
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(A)
(B)
図1-10 : NHDC、シクラメートによる応答増強効果
(A)NHDC、シクラメートの分子構造
(B)はスクロースに対しそれぞれ微量添加した際の濃度応答曲線
NHDC、シクラメートには応答増強能があることがわかる。
(B)はFujiwara S. et al., (2012)より抜粋、一部改変。
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(C)より、応答増強能が他のリガンドと比較しても秀でていることがわかる。
(D)より、NHDC、シクラメートにはスクロースだけでなく、他の様々な甘味物質に対して
も応答増強能があることがわかる。
Fujiwara S. et al., (2012)より抜粋、一部改変。
(D)
(C)
(C)NHDC、シクラメートと他の甘味物質の応答増強効果の比較
(D)NHDC、シクラメートによる他の甘味物質に対する応答増強効果
図1-10:
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図1-11：甘い香りを有する香料のスクリーニング
(A) :甘い香りを有する香料94種をそれぞれ1 mMに調製し、細胞に投与した。
なお、図中1Aはアッセイバッファーのみ2Aはアスパルテーム 1mMの応答で
ある。3Cのシンナムアルデヒド及び3Hのp-メトキシシンナムアルデヒド
(PMCA)において応答が確認された。
(B) :シンナムアルデヒド及びp-メトキシシンナムアルデヒド(PMCA)の構造式
(A)
(B)
シンナムアルデヒド p-メトキシシンナムアルデヒド (PMCA)
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図1-12： (A)PMCAによる、アスパルテームの応答増強効果
(B)甘味料PMCA及び甘味抑制剤ラクチゾール
(A) : PMCAにはNHDCやシクラメートと同様にT1R2に作用するアスパルテー
ムの甘味応答を増強する能力を有する
(B) : PMCA、ラクチゾールのは共通の構造を有しているにも関わらずその応
答調節能は逆である
PMCA自身による応答 PMCAによる応答増強
(A)
(B)
甘味料PMCA 甘味抑制剤ラクチゾール
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第 2 章 
 
T1R3 膜貫通領域に作用する 
甘味調節物質の作用機序の解明  
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論文題目： 甘味受容体における呈味調節物質作用モデルの構築及びその検証  
 
 
 
	 甘味受容体は G タンパク質共役型受容体(GPCR)に属する T1R2、T1R3 がヘテロダイマーを形成
することによって機能する。これらは大きな膜外領域を有する class C GPCR に分類され、スクロ
ースやアスパルテームといった甘味料が T1R2 の膜外領域で受容される。一方で、甘味受容体に
は複数のリガンド受容サイトの存在が明らかになっている。その中の一つ、T1R3 の膜貫通領域
(transmembrane domain; TMD)には甘味料であるネオヘスペリジンジヒドロカルコンやシクラメー
ト、及び当研究室において甘味を有することを見出した香料、p-メトキシシンナムアルデヒド(以
下 PMCA)が受容される一方、甘味抑制剤であるラクチゾールやギムネマ酸も作用することが示さ
れている。これらのリガンドの中で、図 1 に示した抑制剤ラクチゾールと甘味料 PMCA は異なる
応答調節能を有しているにも関わらずその形状が類似しており、これらの応答調節能の違いが何
に起因するのかは不明であった。そこで作用機序を明らかにすることを目的としてラクチゾール、
PMCA の類縁体を用いた網羅的な点変異体解析を実施した。 
	 一方、甘味受容体と同じく class C GPCR に属する代謝型グルタ
ミン酸受容体 mGluR1 TMD 及び mGluR5 TMD の結晶構造が明ら
かとなったことから、これらを用いた T1R3 TMD の精度の高いホ
モロジーモデルの構築が可能となった。そこで、変異体解析結果
を基にドッキングモデルを作製し、作用機序の違いを詳細に明ら
かにするとともに、より強力な甘味料、甘味抑制剤を探索するこ
とを目的とした。 
ラクチゾール 
	 	 	 	 	 	  PMCA 
図 1.	 抑制剤ラクチゾール 
      及び、甘味料 PMCA 
ラクチゾール、PMCA 類縁体に対する変異体解析  
	 甘味受容体 T1R2、T1R3 (またはその変異体)及びキメラ G タンパク質 G16gust44 を安定的に発
現する培養細胞株を用い、点変異体解析を実施した。ラクチゾールの類縁体はアスパルテーム 1 
mM の応答を基準とし、各リガンドを添加することで濃度依存的な応答抑制能を測定した後、IC50
値を算出した。一方で、PMCA 類縁体は自身の濃度依存的な受容体活性化能を測定し、EC50 値を
算出した。野生型に対する変異体の EC50 値、IC50 値の変化値を指標とし、変化が大きい変異体の
残基が受容体と各類縁体の相互作用に密接に関わっていると判断した。 
 
mGluR1 TMD の結晶構造を基にした甘味抑制剤ドッキングモデルの構築  
	 ラクチゾール類縁体の変異体解析の結果、いずれ
も膜貫通領域のヘリックス 3 (以下 TM3)の His641、
及び TM7 の Gln794 の 2 ヶ所の残基の変異体により
著しい抑制能の低下が認められたことから、これら
の残基は相互作用に密接に関わっていることが示
唆された。一方、mGluR1 の結晶構造を基にして作
製したホモロジーモデル上ではこれらの残基は TM
内部で向かい合って位置していた（図 2a）。そこで、
これらの残基と相互作用する初期条件のもと、抑制
剤のドッキングを試みた。ホモロジーモデルの作製、
ドッキングは Maestro、Glide (Schrödinger Inc.)を用
いた。 
	 ラクチゾール及び、ラクチゾールよりも強力な抑
制 能 を 有 す る 2,4-DP (2-(2,4-dichlorophenoxy)- 
propionic acid)に対しドッキングを実施し比較した
(図 2b)。変異体解析により相互作用が示唆されてい
た残基が、作製したモデルにおいてこれらのリガン
ドの近傍に位置していた。ラクチゾール(図 2b 中、
グレー)と 2,4-DP (同、黒)は芳香環の向きに相違が
認められ、2,4-DP は His734 のイミダゾール側鎖と
の π – π 相互作用がより強かった。この向きの違い
が強力な抑制能に寄与していることが推測された。 
 
ホモロジーモデルを基にした活性型モデルの構築  
	 続いて、T1R3 TMD ホモロジーモデルから、PMCA 活性型モデルの作製を実施した。PMCA の
変異体解析結果と、ホモロジーモデルの残基の位置から TM3 Gln636 及び TM6 Leu782 に相互作用
すると仮定し、ホモロジーモデルをPMCAと相互作用するよう変形させる induced fitを実施した。
この状態から水相、油相を配置した後に分子動力学計算を実施し、T1R3 TMD と PMCA との相互
作用が最も安定する位置を算出した。100 ns 分の計算を行い、最終的に PMCA による活性型モデ
ルとした。 
図 2b. ラクチゾール、2,4-DP のドッキング 
図 2a. T1R3 TMD ホモロジーモデルおける 
	     His641、Gln794 の位置 
 
	 PMCA活性型モデルではTM5が大きく折れ曲が
り、TM6 に接近していた。変異体解析の結果から
TM2 - 3、TM5 - 6 の残基が PMCA と相互作用する
ことが予想されていたが、活性型モデルではこれ
らの残基が PMCA の近傍に位置していた (図 3a)。 
	 また、不活性型モデルと、PMCA による活性型
モデルとをそれぞれ重ね合わせて比較した。この
結果を、TM5 のみについて図 3b に示した(黒：不
活性型、グレー：活性型)。活性型では TM5 に存
在する His734 が大きく回転し、隣接する TM4 の
Glu692 とのイオン性相互作用が生じていた。これ
より、His734 が T1R3 TMD の活性化に重要な役割
を果たしており、この His734 の回転を妨げること
が抑制剤として機能するために必要であると考え
られた。これは抑制剤作用モデルにおいて、2,4-DP
がラクチゾールに比べより強力な抑制能を有して
いることに一致する。一方、甘味料は TM2,3、TM5,6
及び extracellular loop 2 (TM4,5 間の細胞外ループ)
にまたがって相互作用することが可能な、十分な
分子長を有することが重要であると考えられた。 
	  
 
T1R3 TMD の結晶化を目指したコンストラクトの作製及び精製  
	 甘味料、甘味抑制物質を実用化するにあたって、これらに毒性があってはならない。即ち T1R3
特異性が高く、他の受容体には作用しないリガンドの開発を行う必要がある。これを達成するた
めには作製したモデル以上に、より厳密な構造を基にしたリガンドデザインが必須となる。そこ
で、X 線結晶構造解析により詳細な構造を取得することを目指し、コンストラクト、精製条件の
検討を実施した。 
	 mGluR1 TMD の結晶化条件を参考にして
T1R3 TMD のコンストラクトを作製した。T1R3
の膜外領域及びC末端を切断してTMDのみとし、
更に TMD の N 末端側に安定化タンパク質であ
る熱安定化アポシトクロム b 562RIL (bRIL)導入
した。N 末端には FLAG-tag を、C 末端には EGFP
を付加し、TEV-protease による切断が可能な設計
にした。	 このコンストラクトを、昆虫細胞 Sf9
を用いて大量生産した後可溶化、精製を実施し
た。M1 FLAG 抗体レジンを用いて精製した後に
図 4a. bRIL-T1R3 TMD の精製 
図 3b. 活性型と不活性型の重ね合わせ 
      及び TM5 の構造比較 
図 3a. PMCA の作用モデル 
(図 4a lane3)、tag や EGFP を TEV protease で処理
することで、切断、除去した(図 4a lane 4)。これ
を濃縮、サイズ排除クロマトグラフィー(SEC)で
分取したのち再び濃縮することで精製を完了し
た(図 4a lane 5)。 
	 精製後、得られたタンパク質の純度、安定性を
評価するために再度 SEC にかけた(図 4b)。単分散
性が保たれていたことから、目的タンパク質は凝
集を起こしておらず、構造を保ったまま精製する
ことに成功したと言える。しかしながら現時点では、精製タンパク質の安定性は十分ではなく、
結晶を得るまでには至らなかった。 
	 GPCR を含む膜タンパク質では、立体構造を認識する抗体を用いて安定性を上昇させると同時
に、結晶格子形成を促進させる手法がしばしば用いられる。そこで今後、得られた精製標品を抗
原として用い、立体構造認識抗体の取得した上での結晶化を目指して行く。 
 
 
結論及び展望  
	 本研究では昨年明らかにされた mGluR1 TMD の結晶構造を用いて、T1R3 TMD の解析を実施し
た。変異体解析により想定された作用部位と一致する甘味抑制剤の作用モデル、及び甘味料の作
用モデルを作製することに成功したことから、今後これらのモデルを用いることで新規甘味料、
甘味抑制剤の開発が可能になると期待される。また、当研究室において T1R3 TMD に作用する甘
味料は他の甘味料に対し少量添加することで相乗的に甘味増強することを明らかにしている。こ
のことから、本研究により開発される新規甘味料は甘味増強能を有する汎用性の高い甘味料であ
ることが期待される。 
	 更に、活性型モデルにおいては TM5 が折れ曲がるという特徴が認められたが、この構造変化は
既に明らかにされている class A GPCR の活性型構造とは大きく異なっていた。このことは class C 
GPCR が膜外領域を有していることに起因する可能性があることから、今後本研究が甘味受容体
を含む class C GPCR の活性化機構を明らかにする手がかりとなることが期待される。 
	 また一方で、食品としての応用を考えた際には、結晶構造による綿密なリガンド設計により毒
性を考慮することは不可欠である。本研究では T1R3 TMD の単離には成功したことから、今後さ
らなる手法の改良を行うことで T1R3 TMD の結晶構造解析が可能になると期待される。 
図 4b. 精製後の SEC の結果 
